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Moyens de detection des processus neurodegeneratif s 
et leurs applications* 



L' invention a pour objet des moyens de detection des 
processus neurodegeneratif s et leurs applications - 

Elle vise plus particuliSrement de nouveaux marqueurs du 
processus neurodegeneratif, des methodes de detection et de 
diagnostic, ainsi que leurs applications therapeutiques et 
diagnostiques . 

La maladie d* Alzheimer (MA) est une maladie 
neurodegenerative qui conduit a la perte des fonctions 
intellectuelles et done a 1 ' installation progressive et 
irreversible d»une demence . L'avenir de cette maladie 
s'annonce redoutable avec le vieillissement de la population 
car le facteur de risque majeur est I'age. 

99 % des formes observ^es sont non-f amiliales . Pour les 
formes familiales, les mutations pathologiques sont observees 
sur le gene APP du chromosome 21, et^sur les genes PSl et PS2 
(prSsenilines 1 et 2) qui se trouvent sur les chromosomes 14 
et 1. 

Deux processus degenSratifs caracterisent la maladie 
d' Alzheimer. L ' amyloidogendse, qui result e d'un 

dysfonctionnement de la proteine APP, et la d^generescence 
neurofibrillaire (DNF) , qui correspond k 1 • accumulation de 
proteine tau dans les cellules nerveuses . 

Le dysfonctionnement de la proteine APP est a I'origine 
meme de la pathologie Alzheimerienne , mais c ' est 1' extension 
de la degenerescence neurofibrillaire dans les territoires 
cerebraux qui est la mieux _correlee avec 1' expression des 
manifestations cliniques. 10 stades d* invasion de la 
degenerescence neurofibrillaire ont ete determines. La 
relation entre les depots amyloides et la degenerescence 
neurofibrillaire est encore peu connue, mais il y a 
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certainement potentialisation de la pathologie tau par le 
dysf onctionnement de la proteine APP. 

De norabreuses hypotheses ont ete formul^es pour expliquer 
la degenSrescence et la mort neuronale. II semble indSniable 
que de nombreux facteurs interviennent , dont la perte de 
fonction de la proteine APP, la neurotoxicicite du peptide 
amyloide, I'age, les phenomenes de reparation neuronale, 
modules par 1 ' apolipoproteine E, la co-morbidite, les 
reactions immunologicjues et inf lammatoires , ainsi que le 
stress oxydatif . 

De nombreux travaux suggSrent que I'oxydation pourrait 
contribuer soit directement, soit indirectement a la mort 
neuronale dans la maladie d' Alzheimer . Cependant, il n*y a pas 
d • argumentation moleculaire directe pour justifier cette 
hypothese . 

L' invention est basee sur la demonstration d'un mecanisme 
d#16tdre qui s'associe au processus de deg^nSrescence 
neurof ibrillaire observe au cours de la maladie d' Alzheimer et 
des pathologies apparentees. 

En particulier, elle porte sur la demonstration directe de 
la participation d'une molecule de la chaine respiratoire de 
la mitochondrie et en particulier d'une proteine du complexe V 
de cette chaine respiratoire. II s'agit d'une localisation 
particulidre de la proteine et d'une insolubilisation de la 
chaine a de I'ATP synthase qui s'accumule alors dans les 
neurones en degenerescence et s^associe etroitement a la 
proteine tau ou a ses polymeres (filaments pathologiques de la 
degenerescence neurof ibrillaire) observes en particulier dans 
la maladie d' Alzheimer . 

Les recherches menees par les inventeurs les ont amen6 S 
mettre au point un anticorps monoclonal, nomme AD46, qui 
detecte les filaments pathologiques qui s'accumulent dans les 
neurones en degenerescence au cours de la maladie d 'Alzheimer. 
Cet anticorps reconnait les amas fibrillaires pathologiques de 
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la DNF a I'echelle de la microscopie optique et les PHF 
(paires de filaments en helice) a I'echelle de la microscopie 
electronique (Figures 1 et 2) . L » immunomarquage est colocalise 
avec les proteines tau agregees, qui sont les constituants de 
base de la DNF. Cependant, le marquage AD46 precede parfois 
1 • immunomarquage tau de la degenerescence neurof ibrillaire, 
revele par des anticorps ant i- tau phospho- dependants et 
phospho-independants. Le marquage de 1' anticorps AD46 4tant 
independant du marquage tau, il demontre 1' existence d'un 
troisidme processus agrSgatif dont le composant essentiel est 
la chalne a de 1 'ATP synthase humaine. Le marquage avec 
1' anticorps AD46 intervenant parfois avant le marquage des 
proteines tau demontre egalement qu'il s'agit d'un marqueur 
precoce du processus neurodegeneratif . 

La technique d ' immunoempreinte mono et bidimensionnelle 
revele que 1» anticorps AD46 reconnaxt une proteine majeure et 
deux proteines mineures dans un homogenat de tissu cerebral 
humain (Figure 3) . Ces trois proteines sont diffSrentes des 
proteines tau et des produits de catabolisme des proteines 
tau. En effet, AD46 ne reconnait pas les proteines tau 
normales et pathologiques, extraites d'homogenats de tissu 
cerebral de patients Alzheimer et de t^moins, pas plus que les 
proteines tau recombinantes . 

L' analyse bidimensionnelle et 1 • approche proteomique ont 
permis d' identifier la proteine majeure et les deux proteines 
mineures detectees par AD46. Les masses moleculaires sont de 
42, 47 et 55 kDa (Figure 3). Aprds ^lectrophorese 2D, les 
points isoelectriques respectifs de chaque polypeptide sont de 
5,0, 5,8, 7,0 et 8,2 (Figure 3). La caracterisation par 
spectrometrie de masse demontre que les polypeptides a 42 et 
4 7 kDa correspondent respect ivement a I'actine cytoplasmique , 
la gamma-enolase et 1 ' alpha-enolase . L'antigene majeur k 55kDa 
et de pi 8,2 correspond a la chaine a de I'ATP synthase 
(Figures 4 et 5) , Ce resultat pour la chaine a est confirme 
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par 1' utilisation d'un anticorps polyclonal dirige contre 
cette proteine (Figure 6) . 

La chaine a de I'ATP synthase est bien un nouveau 
constituant de la DNF, dans la mesure oO un anticorps 
polyclonal dirige contre la cha£ne a de I'ATP synthase 
recombinant e reconnait bien les neurones humains en DNF 
(Figure 8), a I'^chelle de la microscopie optique et 
electronique . 

La chaine a de I'ATP synthase n'est pas associee 
indirectement et secondairement a la DNF, mais liee 
directement au processus degeneratif. En effet, 1* etude de la 
distribution de la chaine . a de I'ATP synthase dans les 
differentes fractions proteiques de tissu cerebral de temoins 
et de patients Alzheimer demontre que la disparition de la 
chaine a de I'ATP synthase intervient progress ivement au cours 
de 1 • installation du processus de DNF (Figures 6 et 7) . Alors 
que la chaine a de I'ATP synthase (Figures 6 et 7, composante 
A) detectee par 1' anticorps monoclonal AD46 est observee 
essentiellement dans les fractions Triton 0,5 % et 2 % 
d'homogenats cerebraux de temoins, elle est absente de la 
fraction Triton 0,5 % d'homogenats cerebraux de patients 
Alzheimer au stade inf raclinique et absente des fractions 
0,5 % et 2% Triton des fractions proteiques d'homogenats de 
patients Alzheimer (Figure 6) . De la meme maniere, 
1' utilisation de 1' anticorps polyclonal dirige contre la 
chaine a de I'ATP synthase montre 6galement un deplacement de 
la solubilite de cette proteine dans des fractions plus 
insolubles (fractions SDS 0,1 et 1%, Figure 7). 
L' insolubilisation de la chaine a de I'ATP synthase suit 
l»agregation des proteines tau, comme le montrent les co- 
marquages la chaine a de I'ATP synthase / tau (Figure 7) . 
Cette disparition de la chaine a de I'ATP synthase est 
observ§e specif iquement dans les regions cerebrales affectees 
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par la degenerescence neurof ibrillaire de patients au stade 
inf raclinique (stades 4 a 7 de Delacourte et ai., 1999) 

(Figure 6) • Elle est observee dans toutes les regions 
cerebrales des patients a un stade- avanc6 de la maladie 

(stades 8 a 10 de Delacourte et al. r 1999) (Figures 6 et 7). 
De plus, il y a co-iiratiunoprecipitation des prot^ines tau 
agr^gees et la chaine a de I'ATP synthase et vice-versa, 
demontrant 1 ' implication directe de la chaine a de I'ATP 
synthase dans le processus agregatif des proteines tau (Figure 
8) . La purification des proteines tau agregees permet 
egalement de co-purifier la chaine a de I'ATP synthase (Figure 
8) 

La fonction biologique de la chaine a de I'ATP synthase 
indique que le processus de degenerescence neurof ibrillaire au 
cours de la maladie d'Alzheimer est lie, au moins en partie, a 
une localisation singuliere et une accumulation de la proteine 
dans le cytoplasme des neurones en degenerescence 
neurof ibrillaire. Indirectement , la localisation de la chaine 
a de I'ATP synthase pourrait alterer le processus d'oxydo- 
phosphorylation de la chaine respiratoire de la mitochondrie, 
ou initier un processus de degenerescence. 

La chaine a de I'ATP synthase est egalement associee a 
d'autres fonctions biologiques. II pourrait s'agir d'un 
recepteur membranaire pour des cytokines, telle que 
1 • angiostatine ou le polypeptide II activateur des cellules 
endotheliales et des monocytes. Elle est egalement decrite 
dans plusieurs compartiments cellulaires, telle que la 
membrane plasmique, les peroxisomes. II pourrait egalement 
s'agir d'une proteine chaperonne. L * association de la chaine a 
de I'ATP synthase aux agregats de proteines tau pourrait 
alterer une ou plusieurs des fonctions biologiques de la 
chaine a de I'ATP synthase. 
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L' invention vise done de nouveaux marqueurs du processus 
neurodegeneratif , constitues par la chaine a de I'ATP synthase 
ayant subi des modifications pathologiques resultant dudit 
processus. 

Elle vise plus particulierement 1' utilisation de la chaine 
a de I'ATP synthase ayant subi des modifications pathologiques 
resultant d'un processus neurodegeneratif comme marqueur des 
maladies neurodegeneratives, dont les tauopathies. 

En particulier, ces marqueurs sont caracterises en ce que 
les modifications de la chaine a de I'ATP synthase sont de 
type f onctionnelS/ de localisation, structurels et/ou 
antigeniques . Ces marqueurs sont particulierement adaptes pour 
la detection du processus neurodegeneratif de toute pathologie 
avec un processus de degenerescence neurof ibrillaire et 
d' aggregation de la proteine tau, plus particulierement, le 
processus neurodegeneratif de la maladie d' Alzheimer, 

Les modifications f onctionnelles, de localisation, 
structurelles de la chaine a de I'ATP synthase presentees par 
les marqueurs selon 1' invention peuvent etre en particulier, 
respect ivement, son insolubilite, sa localisation dans le 
cytoplasme de la cellule et/ou la formation d'agregats au 
niveau du cerveau. Ces modifications peuvent etre egalement de 
type conformationnel et/ou post-traductionnel, y compris de 
maturation. 

Par « localisation dans le cytoplasme », on exclut en 
particulier la localisation intra-ribosomale . 

La formation d'agregat concerne la chaine alpha de I'ATP 
synthase seule, ou en interaction avec les proteines tau, pour 
induire la tauopathie, c'est-a-dire I'agregation des proteines 
tau. 

La decouverte de ces nouveaux marqueurs, lies directement 
au processus degeneratif de la maladie d' Alzheimer, ouvre des 
perspectives diagnostiques et therapeutiques de grand interet. 



wo 2004/022769 




:CT/FR2003/002667 



L' invention vise done egalement une methode de detection 
et/ou de diagnostic in vitro du processus neurodegeneratif , 
caracterisee en ce qu'on detecte dans un echantillon a 
analyser un des marqueurs selon 1' invention. La methode 
comprend avantageusement 1 'utilisation de jeux d'anticorps 
dirig^s contre la proteine normale et/ou contre des 
modifications de la chaine a de I'ATP synthase. 

La methode selon 1' invention est particulidrement adaptee 
k la detection du processus deg^neratif de la maladie 
d* Alzheimer . 

Les techniques utilisees dans une telle methode sont 
variees : detection immuno-chimique, en particulier par 
electrophordse ID et/ou 2D couplee a une immunoempreinte, 
revelation par des anticorps polyclonaux ou des anticorps 
monoclonaux diriges contre la chaine a de I'ATP synthase, 
immuno-essai et/ou radioimmuno-essai . 

La capture de la chaine alpha de I'ATP synthase 
pathologique pourra etre suivie par une analyse complementaire 
par spectrom^trie de masse : on ef fectue alors une 
immunocapture de la chaine alpha de I'ATP synthase 
pathologique et on analyse les produits captures par 
spectromStrie de masse. 

Inversement, et en complement, il est possible de rSaliser 
1 ' immunocapture des prot^ines tau pathologiques puis de 
rechercher et d' identifier tout ou partie de la chaine alpha 
de I'ATP synthase pathologique associee aux proteines tau, par 
spectrometrie de masse. 

Tout type d' echantillons a analyser peuvent etre 
utilises : tissus ou des cellules neuronales, tissus ou des 
cellules non neuronales, en particulier des liquides 
biologiques, de preference le sang. 

La methode de diagnostic selon 1' invention peut comporter 
en outre un gtape d' evaluation du degre de la pathologie en 
etablissant un indice base sur le rapport entre le taux normal 



wo 2004/022769 ^^CT/FR2003/002667 

de chaines a de I'ATP synthase chez des t^moins dans une 
fraction proteique d^finie, par rapport au taux observe au 
stade avance de la maladie d' Alzheimer. 

De manidre alternative, le degr^ de la pathologie peut 
gtre evalue en €tablissant un indice basg sur les 
modifications de la chalne a de I'ATP synthase chez un patient 
par rapport H un t^moin. 

La detection de modifications fonctionnelles et/ou de 
localisation et/ou structurales et/ou antig^niques de la 
chaine a de I'ATP synthase dans les liquides biologiques 
peripheriques et/ou dans le tissu cSrgbral et/ou dans des 
tissu peripheriques permet de r^aliser un test diagnostique 
precoce. En particulier, la mort neuronale qui survient au 
cours de la maladie d 'Alzheimer provoque un& liberation de 
prot^ines tau dans le liquide c^phalorachidien (LCR) . La 
presence de la chaine a de I'ATP synthase dans les liquides 
biologiques, dont 1 ' association aux proteines tau a 6te 
d#montr#e, peut done completer le diagnostic biologique d'une 
manidre avantageuse. L' invention permet une approche 
diagnostique nouvelle des pathologies neurodegeneratives, en 
particulier de la maladie d'Alzheimer. La chaxne a de I'ATP 
synthase etant observ^e precocement, parfois avant 
I'agregation des proteines tau, sa detection dans les liquides 
biologiques, et en particulier le LCR, est un marqueur de 
choix, utilisable a des fins de diagnostic precoce ou de 
determination de facteur de risque. 

L' invention propose egalement une methode d' evaluation de 
1' interaction pathologique de la chaine a de I'ATP synthase 
avec les proteines tau, et reciproquement , utilisant des 
techniques appropriees comme par exemple le bio-sensor, 
I'ELISA, les immunoprecipi tat ions, la spectrometrie de masse. 
Cette methode permet de definir un indice de transformation 
pathologique de la chaxne a de I'ATP synthase et/ou de la 
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proteine tau. Elle vise egalement les kits pour la mise en 
ceuvre de ladite itiethode d' evaluation . 

Les methodes de detection, de diagnostic ou d' evaluation 
selon 1' invention peuvent avantageusement §tre utilisees pour 
etablir un diagnostic ante et post-mortem des maladies 
neurodegeneratives, en particulier de la maladie d' Alzheimer, 
du stade inf raclinique (« mild cognitive impairment ») au 
stade clinique, pour r6aliser un criblage pharmacologique et 
des essais therapeutiques de molecules efficaces centre les 
pathologies neurodegeneratives, en particulier de type 
tauopatie ou maladie d' Alzheimer, et/ou pour etablir et 
valider des modules cellulaires et/ou des modeles animaux de 
pathologies neurodegeneratives, en particulier de type 
tauopathie ou maladie d' Alzheimer. 

L' invention couvre egalement 'tout modele animal ou 
cellulaire, caract6rise en ce qu' il exprime une chaine a de 
I'ATP synthase presentant un defaut de signal de maturation ou 
une modification post-traductionnelle liee au processus 
degeneratif , 

II s'agit, par exemple, de modeles (animaux ou 
cellulaires) exprimant la chaine a de I'ATP synthase dans le 
cytoplasme de cellules, c'est-a-dire en eliminant les 47 
premiers acides amines qui constituent le signal de maturation 
de la chaine a de I'ATP synthase pour son integration au 
complexe V de la chaine respiratoire de. la mitochondrie . Ces 
modeles devraient ainsi reproduire 1 ' accumulation de la chaine 
a de I'ATP synthase dans le cytoplasme. 

II s'agit en particulier de rechercher la d61ocalisation 
de la chaine a de I'ATP synthase dans un systeme reconstitue, 
appele « cybrid » (Sheehan et al., 1997). Ce systeme consiste 
a evaluer le fonctionnement des mitochondries obtenues des 
plaquettes sanguines de patients atteints de la maladie 
d' Alzheimer dans un systeme cellulaire reconstitue. 
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L'adressage de la chaine a de I'ATP synthase dans ce systime 
peut Stre 6valu6 et un index d'adressage defini (la valeur 100 
correspondant k des sujets normaux, la valeur 0 h des patients 
atteints de la maladie d' Alzheimer) . 

L- invention vise ggalement 1' application th^rapeutique, 
dans la mesure oCl la chaine a de I'ATP synthase est une cible 
pharmacologique precise, qui peut etre modul^e par action 
d'inhibiteurs et d • activateurs specif iques, de la proteine 
elle-mgme et/ou de ses ligands, et/ou du complexe V de la 
chaine respiratoire de la mitochondrie en general. En effet, 
son action porte directement sur le processus de 
d^g^ngrescence neurof ibrillaire, et _peut egalement porter sur 
le mgtabolisme de I'APP. 

L' utilisation d'un kit de detection de la chaine a de 
I'ATP synthase, pour le diagnostic de maladie 
neurodegeneratives, en particulier pour la detection de la 
maladie d' Alzheimer, entre €galement dans le champ de 
1' invention. 

L' invention propose enfin un kit de diagnostic comprenant 
des jeux d'anticorps polyclonaux et/ou monoclonaux diriges 
centre des motifs de conformation pathologique de la chaine a 
de I'ATP synthase resultant d'un processus neurodeg^n^ratif . 
Elle couvre ggalement lesdits anticorps. De maniire 
avantageuse, ledit kit renferme des r^actifs permettant la 
realisation d'un dosage immunochimique , en particulier de type 
ELISA, immuno-empreintes. Western blots, dots-blots, 
radioimmuno-essai ou immuno-essai . Un dosage complementaire 
par spectromgtrie de masse est Sgalement possible, afin de 
detecter sans ambiguity les alterations de la chaine alpha de 
I'ATP synthase pathologique. 

L'exemple 3 ci-apres propose egalement une mithode de 
preparation d'outils immuno log iques centre la chaine alpha de 
I'ATP synthase comportant les etapes suivantes : 
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extraction selective de la degenerescence 
neurof ibrillaire It partir de tissu humain affecte d'un 
processus neurodeg^neratif , 

extraction de la chaine a de I'ATP synthase 
pathologique , 

utilisation de la chaine a de I'ATP synthase purifiee 
comme antigene pour la production d'anticorps 
polyclonaux. 

Pour la production d'anticorps monoclonaux, les clones retenus 
possedent de preference les propriStSs immunologiques 
suivantes: 

Detection des processus neurodegeneratif s de type 
Alzheimer par immunohistochimie 

Detection de la chaxne alpha de I'ATP synthase 
pathologique 

Co-immunoprecipitation des proteines tau pathologiques 



D'autres caracteristiques et avantages de 1' invention 
apparaitront dans les exemples qui suivent, avec references 
aux figures 1 a 11 : 

les figures 1 et 2 illustrent 1 ' immunodetection de la 
degenerescence neurof ibrillaire de type Alzheimer par 
I'anticorps AD46, & I'echelle de la microscopie optique 
et electronique. 

les figures 3, 4 et 5 sont relatives ^ la 
caract^risation des proteines detectSes par AD4 6, par 
electrophorese monodimensionnelle (fig. 3 ; ID) , puis 
par eiectrophorSse bi-dimensionnelle (fig. 3 ; 2D), par 
analyse par spectrometrie de masse du spot d^tecte par 
AD46 (fig. 4), et enfin par comparaison en gel 2D de 
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1' imitiunodetection de AD46 par rapport a un anticorps 
dirige centre la proteine identifiee, a savoir de la 
chaine a de I'ATP synthase (fig. 5), 

les figures 6 et 7 montrent 1' insolubilisation de la 

chaine a de I'ATP synthase ; celle-ci disparait des 

fractions Triton au cours de 1' Alzheimerisation. 

la figure 8 illustre 1' interaction de la chaine a de 

I'ATP synthase avec la proteine tau ; elle est 

extraite et immuno-precipitee avec la proteine tau. 

La figure 9 illustre un immunomarquage similaire de la 

degenerescence neurof ribrillaire, sur coupe de tissu 

Alzheimer, avec un anticorps anti-tau (AD2), AD46, et 

un anti-chalne a de I'ATP synthase. 

Les figures 10 et 11 sont relatives a la specificite de 
la detection de la degenerescence neurof ibrillaire. 



de l^ATP synthase dans 2a maladle Alzheimer (MA). 

A. Materiel et met:hodes 

Anticorps monoclonal AD4 6 

L' anticorps monoclonal AD46 a ete obtenu k I'aide d'un kit 
d' immunisation in vitro (Immune System, Bristol, UK) a partir 
de la substance la plus insoluble en acide formique du tissu 
cerebral d'un patient atteint de la maladie d' Alzheimer. 
L' immunogene a ete prepare suivant la m6thode decrite par 
Permanne et ai., 1995. Le kit d' immunisation in vitro a ete 
utilise suivant les recommandations du constructeur . La 
selection du clone a ete realisee par immunohistochimie sur 
des coupes de tissu cerebral de patients atteints de la 
maladie d' Al zheimer . 



Exf^mple 1 : 



M±se en evidence de 1^ Ijx^llcatlon de la, chaine a 
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Ixtmiunohistochimie et microscopie electronitjue 

L' immunohistochimie est realisee a partir de tissu cerebral 
humain fixe et congel^. Les coupes de. 15/im sont laissees Sl 
decongeler pendant 15 min. L'activite peroxydase endogene est 
neutralisee par un traitement ^ I'eau oxygenee (solution §l 1 
%) suivi de plusieurs rin<;ages dans I'eau. Les coupes sont 
ensuite ^quilibrees dans le tampon d' incubation de I'anticorps 
(PBS, Sigma) . L'anticorps est utilise k une dilution finale de 
1/1000 dans le PBS et 1' incubation sur la coupe est effectuee 
2 heures a temperature ambiante. Aprds plusieurs ringages dans 
le tampon d' incubation, la coupe est incubSe avec l'anticorps 
secondaire- couple a la peroxydase (Horseraddich peroxidase 
conjugate ant i -mouse antibodies, Sigma) . Les complexes sont 
rev61§s avec un kit de revelation (Fas4:DAB, Sigma) suivant les 
instructions du constructeur . Le protocole de microscopie 
electronique est identique a celui decrit par Reig et al • , 
1995. 

Preparation des echanti lions de tissu cerebral huma.in 
Les echantillons de tissu cerebral, obtenus aprds autopsie ou 
biopsie et conserves Sl -8 0^C, ont ete disseques en se referant 
a un atlas anatomique, puis homog^n^ises k I'aide d'un potter 
en Teflon® dans 10 volumes de tampon de lyse 1-D (50 mM Tris- 
HCl pH 6,8 ; 4mM EDTA ; 5 % (p/v) de SDS, 10 % (v/v) de 
glycerol, 2 % (v/v) de p-mercaptoethanol et 0,05 % Bleu de 
Bromophenol) . Les echantillons ont ete portes a lOO^C pendant 
10 minutes et conserves a -80°C jusqu*a leur utilisation. 

Fractionneinent des proteines du tissu cerebral humain 
Les echantillons de tissu cerebral ont ete homogeneises selon 
un ratio l/lO (p/v) dans du tampon Tris 10 mM pH 6,8 puis 
centrifuges IL 100 000 g pendant 1 heure Sl 4**C. Le surnageant 
(SI) a ete conserve et le culot homogengise k nouveau dans le 
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mime tampon complemente avec 0,5 % de Triton X-100. Une etape 
supplemental re de centrif ugation a ete effectuea dans les 
memes conditions. Au total, six centrif ugat ions ont ainsi ete 
realisees apres addition successive de. 2 % de Triton 
0,5 % de SDS, 1 % SDS et 2 % SDS . 

Selon la technique biochimique utilisee, sont ajoutes aux 
surnageants, au moment de 1 ' utilisation, les tampons 
correspondants : 1 volume de tampon de lyse 1-D . (100 mM Tris- 
HCl pH 6,8 ; 8mM EDTA ; 10 % (p/v) de SDS ; 20 % (v/v) de 
glycerol ; 4 % (v/v) de p-mercaptoethanol et 0,1 % Bleu de 
Bromophenol) pour une etude par #lectrophorese mono- 
dimensionnelle ou 1 volume de tampon de lyse 2-D (7M ur6e ; 2M 
thiouree ; 4 % Pharmalytes® 3-10 (p/v) ; 4% (v/v) Triton X- 
100 ; 20 mM de dithiothreitol) pour une etude par 
electrophorese bidimensionnelle . 

Purification des acrrSgats de prot4ines tau des neurones en 
dSgenSrescence 

Le mode experimental utilise est celui decrit par Greenberg et 
Davies, 1990 et modifiS par Goedert et al . , 1992. Le tissu 
cerebral est homogeneisS S I'aide d'un potter en Teflon dans 
une solution contenant 10 mM Tris-HCl pH 7.4, 800 mM NaCl, ImM 
EGTA et 10% de sucrose. L'homogenat est centrifuge a 20 OOOg 
pendant 30 minutes S 4«'C. Le surnageant est recupere, le culot 
est homogSneise §l nouveau suivant le meme protocole. Apres 
centrif ugat ion suivant les memes parametres precedemment 
cites, le surnageant est recupere et melange au premier. 
L'homogenat est additionne de N-lauryl sarcosine a une 
concentration finale de 1% et il est place en agitation douce 
pendant 1 heure ^ temperature ambiante . Apres centrif ugat ion k 
100 OOOg pendant 1 heure, le culot contenant les agr^gats de 
protSines tau est trait§ par 1 volume de tampon de lyse 1-D. 
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InuaunoprScipi tat ion 

Le tissu cerebral est homogen^ise a 1 • aide d'un potter en 
verre frittg dans 10 volumes d'une solution contenant 10 mM 
Tris-HCl pH 7.4, 150 M NaCl . L'homoginat est centrifuge a 27 
OGOg pendant 30 minutes a 4«»C suivaht la procedure d^crite par 
Vincent et Davies (1992) . Le surnageant et melange avec 10 fil 
de prot6ine A/G agarose. L'homogenat est centrifuge h 2000g 
pendant 10 min a 4*0 . Le surnageant et additionn^ de 10 nl 
d'anticorps anti chalne a de I'ATP synthase, ou 5/*! de 
I'anticorps AD46 ou 5nl de I'anticorps AD2 et il est agit# 
pendant la nuit a 4°C. 10 ^1 cle protSine A/G agarose sont 
ajoute a l'homogenat et 1' ensemble est en agitation pendant 30 
min h ^°C. Une serie de 3 lavages est ef f ectuee . L'homogenat 
est centrifuge a 20 0 0g pendant 10 minutes a 4°C, 100 ^1 de 
tampon de depart sont ajout^s, !■ ensemble est agite pendant 5 
min a temperature ambiante et centrifuge ^ nouveau. L'etape 
est repetee deux fois. Les billes sont ensuite incubees avec 
10 volumes de tampon de lyse 1-D et placees h 60 »C pendant 5 
min. Le surnageant est utilise pour les etapes ulterieures 
d' analyse. 

ilectrophorese 1-D ou SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate- 

polyacrylamide gel electrophoresis) 

Les experiences ont ete realisees h 1 • aide du systdme Protean 
Xi Cell (Biorad) selon les instructions du fabricant. Les SDS- 
PAGE ont ete realises selon les protocoles decrits par Laemmli 
(1970) pour la fabrication du gel. II s'agit de gel en 
gradient de polyacrylamide compris entre 8 et 15%. 100 /zg de 
proteines sont deposees dans chaque couloir. 

Electrophorhse 2-D 
1* dimension 

La premidre dimension est effectuee suivant le protocole 
decrit par O'Farrell et al . , 1977. Le materiel utilise pour 
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1 ' iso#lectrof ocalisation est le systdme lEF Protean Cell 
(Biorad) selon les instructions du constructeur . Le gel 
contient 9,5 M d'uree, 4 % de Triton X-100 et 4 % de 
Pharmalytes 3-10. La polymerisation est . amorcee par I'addition 
de persulfate d' ammonium et de TEMED, Le gel est coule dans 
des tubes de 2 0 cm et 2 mm de diametre interne. 50 fil 
d'homogenat 2D sont deposes au cote anode du gel et 
1' isoelectrofocalisation est effectuee par 1 ' application d'une 
tension de 400 volts pendant 6 heures. 

2® dimension 

Avant utilisation, les gels sont SquilibrSs pendant 30 minutes 
dans . un tampon SDS-PAGE (50 mM Tris pH 6,8 ; 10 % de 
glycerol ; 2 % de P-mercaptoethanol ; 2 % de SDS ; 0,05 % bleu 
de bromophenol) puis deposes sur • le haut d'un gel de 
separation de SDS-PAGE en gradient de polyacrylamide 8-15 %. 

Trans fert sur membrane de nitrocellulose et Immunoempreinte 
Le transfert a ete effectue en utilisant le systeme de 
transfert semi-sec Pharmacia LKB multiphor® en suivant les 
instructions du fabricant (Amersham- Pharmacia Biotech) . Les 
proteines ont 6te transferees a 0,8 mA/cm^ sur une membrane de 
nitrocellulose Hybond® ECL (Pharmacia -Amersham) . 
La membrane est incub^e 60 minutes dans solution contenant 15 
mM de Tris pH 8,0, 150 mM NaCl , 0,5 % de Tween®-20 et 5 % de 
lait ecreme puis lavee avec le meme tampon exempt de lait et 
contenant 0,1 % de Tween-2 0 au lieu de 0,5 %. 

La membrane est incubee, 2h a temperature ambiante ou 1 nuit a 
4*^C, avec I'anticorps monoclonal AD46 au l/2000eme final dans 
un tampon d* incubation (15 mM Tris pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,1 % 
de Tween-20 et 4 % de lait €cr€m€) . 

La membrane est lavee 3 fois pendant 10 minutes dans le tampon 
d' incubation exempt de lait. 
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La membrane est ensuite incubee, Ih a temperature ambiante, 
avec une immunoglobuline de chevre anti-souris couplee a la 
peroxydase de raifort, a une dilution finale de l/4000eme 
(v/v) dans du tampon d' incubation exempt de lait. La membrane 
est lav^e 3 fois dans du tampon d' incubation et les 
polypeptides immunor^actif s sont reveles k I'aide du kit de 
chimioluminescence ECL (Pharmacia-Amersham) selon les 
instructions du f abricant . 



Spec trojne trie de masse 

Apres Slectrophordse 2D, une coloration du gel est effectuee. 
Le gel est fix4 durant 3 0 minutes dans une solution contenant 
10 % acide acetique, 50 % Sthanol puis colore dans la m§me 
solution contenant 0,5 % de Bleu de Coomassie R250 - La 
decoloration est realisee dans une "solution contenant 30 % 
ethanol et 5 % d' acide acetique jusqu'a obtention d'un fond 
clair. Les taches reconnues par I'anticorps monoclonal AD46 
sont dScoupes dans le gel et traite suivant le protocole 
d^crit par Andersen et Mann en 2000. La spectrometrie de masse 
est rSalisee au centre commun de spectrometrie de masse de 
I'universite de Lille 1. 



B. Resultats 

Iwmunohistochimie et microscopie electronicjue 

AD2 est un anticorps anti-tau dirige centre un double site de 
phosphorylation sur la protSine tau, et qui sert de r^f^rence 
pour etudier la dSgenerescence neurof ibrillaire dans la MA 
(Figure 1: AD2, Alz) . L'anticorps monoclonal AD46 detecte les 
neurones en degenerescence neurof ibrillaire du tissu cerebral 
d'un patient Alzheimer (Figure 1: AD46, Alz) . Aucun marquage 
neuronal n'est observe dans le tissu cerebral d'un sujet 
temoin (Figure 1: AD2 et AD46, T) . A l'§chelle de la 
microscopie electronique, les neurones en degenerescence 
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neurof ibrillaire se caracterisent par une accumulation de 
filaments pathologiques . Ces filaments sont constitues de 
proteines tau agrSg^es et appeles PHF (pour Paired Helical 
Filament) . lis sont ggalement detectes etroitement et 
spgcifiquement par I'anticorps AD46 (Figure 2). L'anticorps 
AD46 rSagit done avec un ou plusieurs constituants essentiels 
des filaments pathologiques des neurones en degSnerescence 
neurof ibrillaire (Figure 2) . 

Analyse hiochiwioue des anti<Tene3 reconnus par I' anticorps 
monoclonal AD46 

L'anticorps monoclonal AD46 detecte 3 bandes apres immuno- 
empreintes annotees A, B et C de masse molSculaire apparente 
de 55, 47 et 42 kDa (Figure 3A: couloir ID) . Aprds 
electrophorese 2D, 4 spots majeurs sont marques (Figure 3: 
partie 2D) • Un seul spot correspond a A, de point 
isoelectrique de 8,2. Deux spots sont visualises pour B, de 
points isoelectriques 5,0 et 7,0. Un seul spot est visualise 
pour C de point isoelectrique 5,8 (Figure 3 : partie 2D). 

CaractSrisation des antig^nes reconnus par AD46 

Chaque proteine reconnue par AD46 a ete isolee par 
Electrophorese 2D. Une digestion enzymatique par la trypsine a 
6t6 r^alisee dans le gel et les fragments peptidiques 
rScuperes ont Ete analyses par spectrometrie de masse. 
L' identification est resumee dans le tableau suivant . 



Identity des procaines 



Organ! sme 



MM/pI 

theo. 




MM/pI 

obs . 




Id. 


41.6/5< 


,29 


42/5. 


5 


MPF/WB 


47.1/4. 


.94 


47/5. 


0 


MPF/WB 


47.0/6 


.99 


47/7. 


0 


MPF 


55.2/8 


.28 


55/8. 


2 


MPF/WB 



C: Actine cytoplasmique Humain 

B: Y-6nolase (EC 4.2.1.11) Humain 

B: a-6nolaae (EC 4.2.1.11) Humain 

A: ATP synthase a-chaine (EC Humain 
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3.6.1.34) 



Id. : Identity des proteines confirmees par spectrom^trie de masse (MPF) et 
immunoempreinte (WB) . Ref. : r^fdrence des proteines suivant la 
nomenclature du site http://www.expasy.ch/ . 

Les masses moleculaires des fragments de chaque prot6ine sont 
utilisees pour interroger les banques de donnees de 
1' Internet : 

(MS-FIT: http : //falcon . ludwig .ucl . ac . uk/ucsf html3 . 2 /msf it , htm ) 
Les resultats d' identification ainsi que le score 
d' identification sont resumes dans - le tableau (Figure 4). 
Ainsi, la proteine A correspond a la chaine a de I'ATP 
synthase, les proteines B sont respect ivement la gamma enolase 
et 1' alpha Enolase et, la proteine C correspond k I'actine 
cytoplasmique . II n'existe pas de similarity de sequence entre 
ces proteines. Notons cependant que I'anticorps monoclonal 
AD46 presente la plus forte affinite pour la proteine de 55 
kDa, la cha£ne a de I'ATP synthase. 

Validation de la caracterisation de la protSine de 55 kPa en 
tant que chaine a de 1 'ATP synthase 

Un anticorps polyclonal dirige centre la chaine a de I'ATP 
synthase a ete utilise aprds electrophorese 2D (Figure 5: 
Polyclonal) , La chaine a de I'ATP synthase est detectSe H une 
masse moleculaire (MM) apparente de 55 kDa et un point 
isoelectrique de 8,2. L'anticorps AD46 reconnait egalement la 
mSme proteine ; il s'agit bien de la chaine a de I'ATP 
synthase (Figure 5: AD46) . 

Changement de solubilitS de la chaine a de I'ATP synthase dans 
la MA 

Les proteines du tissu cerebral ont ete dissociees suivant un 
gradient de solubilite croissant (cf. materiel et mgthodes) . 
Les proteines les plus solubles sont dans la fraction Tris 
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(Figure 6: 2e couloir des imtnuno-empreintes) et les proteines 
de moins en moins solubles sont recuperees a I'aide de 
detergent coirane le Triton X-100 (3e et 4e couloir des immuno- 
empreintes (Figure 6) . Les proteines . B et C ne sont pas 
modifi^es dans la ^4A (iitimuno-empreintes T^moin, Alzheimer 
infrac Unique, Alzheimer confirm^, FlSches B et C) . A 
I'inverse, la protgine A disparait de la fraction 0,5 % Triton 
X-100 au stade inf raclinique de la MA et dans . les fractions 
0,5 % et 2% Triton-XlOO chez des Alzheimer confirm^s (immuno- 
empreintes Alzheimer inf raclinique et Alzheimer confirme, 
fl^che A) (Figure 6) . II y a done une perte precoce de la 
solubility de la chaine a de I'ATP synthase dans la MA. 

Confirmation de la disvarition et du chancfement de soluhilitS 
de la chaine a de I'ATP synthase dans la MA 

Suivant la m§me m^thodologie que sur la figure 6, la chaine a 
de I'ATP synthase est d^tect^e a I'aide d'un anticorps 
polyclonal dirige contre la chaine a de I'ATP synthase (figure 
7 : indiqu^e par une flSche : A (55 kDa)). Dans les homogSnats 
totaux de tissu cerebral d'un sujet t^moin et d'un patient 
Alzheimer, la chaine a de I'ATP synthase est detect^e k 55 kDa 
de masse mol^culaire apparente. Elle est totalement absente 
dans les fractions proteiques Tris et SOS 2 %. Elle est 
dStect^e dans les fractions 0,5 et 2 % Triton et dans la 
fraction SDS 0,1 % mais pas dans la fraction SDS 1 %, du sujet 
t^moin. Dans les fractions protSiques du patient Alzheimer, 
elle est absente la fraction 0,5 % Triton, faiblement dStectee 
dans la fraction 2 % Triton, et d^tectge dans les fractions 
0,1 et 1 % SDS. En conclusion, il y a une diminution de la 
quant ite et une insolubilisation de la chaine a de I'ATP 
synthase dans la MA. 



Association des modifications des prooriStes biochimiqu 
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la chainB a de 1 'ATP synthase avec le processus de 
dS<jenerescence neurofibrillaire 

Ces changements de proprietes biochimiques sont associes au 
processus de degenerescence neurof ibrillaire de la MA. En 
effet, un co-marquage avec I'anticorps monoclonal AD2 a ete 
r6alis6 sur la mSme experience. Les prot^ines tau 
pathologiques (Figure 7: not^es Tau 60, 64, 69) sont detect€es 
uniquement dans les fractions du patient Alzheimer et pas du 
tout dans les fractions du sujet t^moin (Figure 7) • Notons 
qu'en dehors de I'homog^nat total, la fraction proteique qui 
contient la plus grande quantity de proteine tau pathologiques 
correspond a la fraction 1% SDS (Figure 7) . Cette fraction 
correspond egalement a celle ou la chalne a de I'ATP synthase 
est retrouvee dans la MA et pas chez le temoin. II existe done 
une relation entre le changement de solubilite de la chaine a 
de I'ATP synthase et la presence de proteines tau 
pathologiques qui sont la signature biochimicjue de la 
degenerescence neurof ibrillaire dans la MA. 

Copurifi cation de la chaine a de I'ATP synthase avec les 
agregats de proteines tau et co-immunoprecipitation des 
proteines agregees avec la chaine a de I'ATP synthase 
Les proteines tau agregees sont purifiees dans la fraction 
sarcosyl insoluble et pas du tout les proteines tau de 
1 ' individu temoin (Figure 8A: Fraction lOOK P, Temoin et Alz) . 
L'anticorps polyclonal dirige centre la chaine a de I'ATP 
synthase d^tecte la chaine a de I'ATP synthase dans la 
fraction sarcosyl insoluble du patient Alzheimer uniquement 
(Figure 8A: Fraction lOOK P, marquage polyclonal anti-chaine a 
de I'ATP synthase). Ce r^sultat demontre la copurif ication de 
la chaine a de I'ATP synthase avec les agregats de proteines 
tau des neurones en degenerescence neurof ibrillaire et done 
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1 • association direct de la chaine a de I'ATP synthase dans le 
processus agregatif des proteines tau. 

Ce resultat est conforte par les experiences 
d' immunopr^cipitation (Figure 8B) . L • immunoprecipitation de la. 
chaine a de I'ATP synthase a I'aide de I'anticorps AD46 ou du 
polyclonal anti-chaine a de I'ATP synthase revdle la presence 
de proteines tau hyperphosphorylees, qui sont mises en 
Evidence par un marquage avec I'anticorps monoclonal AD2 ou un 
polyclonal dirige centre la region carboxy-terminale de la 
proteine tau (Figure 8B : les deux couloirs Alz) . Notons que 
les proteines tau du tissu cerebral d'un individu temoin ne 
sont pas visualisees suivant la meme procedure experimentale 
(Figure 8B: les deux couloirs Temoins) . Cela demontre la 
specificity de 1 ' association de la chaine a de I'ATP synthase 
aux proteines anormalement phosphorylees, const ituant de base 
des agr^gats, et pas du tout avec les proteines tau normales. 
L'association de la chaine a de I'ATP synthase avec les 
proteines tau agr^gees est done k relier directement au 
processus physiopathologique et non une affinite intrinsdque 
de la chaine a de 1*ATP synthase pour les proteines tau- 



ConfijTznation de 1 ^ implication de la chaine a de I'ATP synthase 
dans le processus de degenerescence neurofibrillaire dans la 
MA 

Les neurones en deg6n€rescence neurofibrillaire sont detectes 
par les anticorps monoclonaux AD2 et AD46 sur du tissu 
cerSbral de patient MA. Le tissu c^rSbral humain normal n'est 
pas marqu6 par 1' anticorps AD46- Un anticorps polyclonal 
dirige centre la chaine a de I'ATP synthase detecte les 
neurones en d^g^n^rescence neurofibrillaire du tissu cerebral 
de patient MA (Figure 9). A 1' inverse, des anticorps dirigSs 
centre les enolases ou I'actine cytoplasmique ne permettent 



wo 2004/022769 ^^CT/FR2003/002667 

w ^ 

pas une detection selective des neurones en degenerescence 
neurof ibrillaire dans la MA. 

Les resultats ci-dessus montrent 1' existence d'une 
accumulation specifique de la chaine a de I'ATP synthase, 
associee a des changements precoces des proprietes 
biochimiques de cette proteine dans la maladie d 'Alzheimer est 
ici demontr^e. La chaine a de I'ATP synthase est done 
directement impliquSe dans le processus de degenerescence 
neurof ibrillaire dans la MA, et elle constitue de ce fait une 
nouvelle cible diagnostique et th6rapeutique . 

Example 2 : detection de la degenSrescence neurof ibrillaire 

I> La detection de la dgggnerescence neurof ibrillaire est 
effectuee a I'aide d'anticorps diriges centre la chaine alpha 
de 1 ' ATP- synthase et par immunomarquage avec des anticorps 
diriges contra d^autres proteines du complexe V de la 
mitochondrie , 

Des coupes seriees du cortex temporal d'un patient atteint de 
la maladie d' Alzheimer ont ete utilisees pour realiser 
1' analyse immunohistochimique . Les neurones en degenerescence 
neurof ibrillaire sont indiques par des f leches. 



La figure 10 presente les experiences suivantes : 

(A) Detection de la degenerescence neurof ibrillaire a I'aide 
de 1' anticorps monoclonal AD2, dirige centre les proteines tau 
phosphorylees . 



Chaine alpha de I'ATP synthase; 



(B) Detection de la degenerescence neurof ibrillaire S I'aide 
de 1' anticorps monoclonal AD46. 
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(C) Detection de la degen^rescence neurof ibrillaire a I'aide 
d'un anticorps polyclonal dirig^ centre la partie amino- 
terminale de la chaine alpha de I'ATP. synthase. L' anticorps 
polyclonal utilise a 6t6 prepare a partir du peptide suivant 
(SEQ ID N°l) correspondant a la region amino-terminale de la 
chaine alpha de I'ATP synthase qui debute k I'acide amine 45 
et se termine a I'acide amin4 58 : CKTGTAEMSSILEER 

(D) Detection de la dSg^nerescence neurof ibrillaire k I'aide 
d'un anticorps polyclonal dirige contre la partie carboxy- 
terminale de la chaine alpha de I'ATP synthase. L' anticorps 
polyclonal utilise a ete prepare a partir du peptide suivant 
(SEQ ID N»2) correspondant k la region carboxy-terminale de la 
chaine alpha de I'ATP synthase qui debute a I'acide amin4 540 
et se termine au dernier acide amin# 553 : CLKEIVTNFLAGFEA 

Les peptides des experiences C et D ont et^ synthetises par la 
sociit^ Neosystem (Strasbourg, France) et additionn^s d'une 
cysteine (C) S leur extr#mit^ amino-terminale pour permettre 
le couplage au carrier qui est 1 ' ovalbumine . Les anticorps 
polyclonaux ont ensuite 6t6 realises par la soci4t6 Neosystem, 
chez le lapin. 

Autres prot^ines du complexe V de la mitochondrie ; 

(E) Immunomarquage realist a I'aide d'un anticorps monoclonal 
dirigg contre la chaine beta de I'ATP synthase. 



(F) Immunomarquage realise a I'aide d'un anticorps monoclonal 
dirige contre I'OSCP (Oligomycin Sensitivity-Conferring 
Protein) . 
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Les anticorps monoclonaux des experiences E et F ont ece 
obtenus de la sociit^ Molecular Probes (Leiden, Netherlands) . 



Resultats ; 

Cette figure montre la specif icite de 1 ' association de la 
cha£ne alpha de I'ATP synthase avec le processus de 
d6gin6rescence neurof ibrillaire . 

En effet, deux anticorps polyclonaiix dirig6s centre 
1' extremity amino- et I'ext^mit^ carboxy-terminale de la 
chaine alpha de I'ATP synthase ont 6te r6alis6s. Ces deux 
anticorps tnarquent les neurones en degenerescence 
neurof ibrillaire (DNF) dans le tissu cSr^bral d'un patient 
atteint de la maladie d' Alzheimer. Le marquage est tout a fait 
superposable a celui obtenu avec 1' anticorps AD46 d^crit dans 
1 ' exemple 1 . 

A 1' inverse, I'utilisation d' anticorps monoclonaux dirig^s 
contre d'autres proteines du complexe V de la mitochondria, 
complexe auquel la chaxne alpha appartient ggalement, ne 
marquent pas les neurones en DNF. Ce resultat montre done la 
specificity de 1 ' association de la chalne alpha de I'ATP 
synthase au processus de DNF dans la maladie d' Alzheimer. 

II. La detection de la. d^ggngrescence ne urof ibrillaire — a 
eqalement 6t6 rgalisee a I'aide d'un anticorps anti-chaine 

alpha de I'ATP synthase commercialism . Par ailleurs, les 

anticorps selon 1' invention ont 6te t este afin de mettre en 

evidence leur capacity a detecter la degenerescence 

neurof ibrillaire dans d'autres maladies neu rodegengratives . 



La figure 11 present e les experiences suivantes 
Chaine alpha de I'ATP synthase: 
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(A) Detection de la degenerescence neurof ibrillaire a I'aide 
d'un anticorps monoclonal dirige centre la chaine alpha de 
I'ATP synthase (Molecular Probes, Leiden, Netherlands) . 

Autres maladies neurod^gengratives : 

(B) Detection de la d^gSn^rescence neurof ibrillaire dans le 
cortex frontal d'un patient atteint de la maladie de Pick a 
I'aide de 1' anticorps monoclonal AD46. Les corps de Pick qui 
sont les structures neuropathologiques intraneuronales 
caracteristiques de cette pathologie sont indiques par des 
f leches - 

(C) Detection de la degenerescence neurof ibrillaire dans le 
cortex frontal d'un patient atteint du syndrome de Down 
(Trisomie 21) a I'aide de 1' anticorps monoclonal AD46. Les 
neurones en degenerescence neurof ibrillaire sont indiques par 
des f leches. 



Resultat : 

Cette derniere figure montre que 1' anticorps monoclonal AD46 
dgtecte ggalement les neurones en DNF d' autres maladies 
neurod6g6n4ratives. La maladie de Pick et la Trisomie 21 est 
montree en exemple. La chaine alpha de I'ATP synthase est done 
ggalement implique dans le processus de DNF du a d' autres 
maladie neurodegeneratives. 



Exemple 3 : Methode de preparation d'autils ixnmunolagiquea 
contre la cha£ne alpha de I'ATP synthase pathologlque , en 
particulier contre les epitopes pathologiques . 



La methode peut comporter les Stapes suivantes 
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Extraction 



selective 



de 



la 



degenerescence 



neurof ibrillaire a partir de tissu humain affecte par le 
processus deg^neratif de type Alzheimer, en utilisant des 
tampons de solubilisation de plus en plus puissant (tris, 
triton, SDS, sarkosyl, acide formique) . 

- Extraction de la chaine alpha de I'ATP synthase 
pathologique li^e aux prot^ines tau de la degenerescence 
neurof ibrillaire par une approche immunologique et 
biochimique (par exemple, immunoprecipitation de la 
chaine alpha de 1*ATP synthase pathologique par un 
anticorps polyclonal ou par AD46, puis purification de la 
chaine alpha de 1*ATP synthase pathologique du produit 
immunoprecipite par electrophoreses HPLC, ou toute autre 
m^thode appropriee) 

- Utilisation de la chaine alpha de I'ATP synthase 
pathologique purifiee comme antigene pour la production 
d^outils immunologiques polyclonaux ou monoclonaux. 
Utilisation de la molecule complete comme epitope ou 
digestion menagee de la chaine alpha I'ATP synthase 
pathologique purifiee, determination de 1' epitope 
pathologique par immunopurif ication a I'aide de 
1' anticorps AD46 et utilisation de 1' epitope pour la 
production d' anticorps polyclonaux, ou monoclonaux. 

- Pour la production d* anticorps monoclonaux, selection 
des hybridomes obtenus pour les dosages spScifiques des 
Epitopes normaux et pathologiques de la chaine alpha de 
I'ATP synthase pathologique. 

Idealement, les clones retenus doivent posseder les 
proprietes immunologiques suivantes : 



1. Detection des processus neurodegeneratif s de 
type Alzheimer par immunohistochimie 
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2. Detection de la chaine alpha de I'ATP synthase 
pathologique 

3 . Co-immunoprecipitation des protSines tau 
pathologiques 
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REVENDICATXONS 

1. Marqueurs du processus neurod#g6n6ratif , const itu^s par la 
cha£ne a de I'ATP synthase ayant subi des modifications 
pathologiques resultant dudit processus. 

2. Marqueurs selon la revendicat ion 1, caract^ris^s en ce que 
les modifications de la chaine a de I'ATP synthase sont de 
type fonctionnelles, de localisation, structurelles et/ou 
antig^niques . 

3. Marqueurs selon I'une quelconque des revendicat ions 
pr^c^dentes, caract^risSs en ce. que le processus 
neurodgg6n6ratif est celui de toute pathologie avec un 
processus de degengrescence neurof ibrillaire et d'agregation 
de proteines tau, en particulier, celui de la maladie 
d' Alzheimer . 

4. Marqueurs selon la revendication 3, caract^rises en ce que 
I'une des modifications fonctionnelles de la chaine a de I'ATP 
synthase est son insolubility. 

5. Marqueurs selon la revendication 3 et/ou 4, caract^ris^s en 
ce que I'une des modifications de localisation de la chaine a 
de I'ATP synthase est sa localisation dans le cytoplasme de la 
cellule . 



6. Marqueurs selon la revendication 3, caract^ris^s en ce que 
I'une des modifications structurelles de la chaine a de I'ATP 
synthase est la formation d'agr^gats au niveau du cerveau. 
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7. Marqueurs selon I'une quelconque des revendi cat ions 
precedentes, caracterises en ce qu'ils interagissent avec les 
proteines tau. 

8. Methode de detection et/ou de diagnostic in vitro du 
processus neurodegeneratif , caracterisee en ce qu'on detecte 
dans un echantillon a analyser un des marqueurs selon I'une 
des revendications 1^7. 

9. Methode selon la revendication 8, caracterisee en ce 
qu'elle comprend 1 * utilisation de jeux d'anticorps diriges 
centre la proteine normale et/ou centre des modifications de 
la chaine a de I'ATP synthase. 

10. Methode selon I'une quelconque des revendications 8 ou 9, 
caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la detection du 
processus degeneratif de toute pathologie avec un processus de 
degen^rescence neurof ibrillaire et d'agregation de proteines 
tau, en particulier celui de la maladie d' Alzheimer. 

11. Methode selon I'une quelconque des revendications 8 a 10, 
caracterisee en ce qu'on utilise une detection immuno- 
chimique, en particulier par electrophordse ID et/ou 2D 
coupl^e k une immunoempreinte, revelation par des anticorps 
polyclonaux ou des anticorps monoclonaux diriges centre la 
chaine a de I'ATP synthase, immune -essai et/ou radioimmuno- 
essai, eventuellement completee par une analyse de 
spectrometrie de masse. 

12. Methode selon I'une quelconque des revendications 8 a 11, 
caracterisee en ce que les echantillens Sl analyser utilises 
dans ladite methode comprennent des tissus ou des cellules 
neurenales, des tissus ou des cellules non neurenales, en 
particulier des liquides biologiques, de preference le sang. 
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13. Methode de diagnostic selon I'une quelconque des 
revendi cat ions 8 a 12, caracterisee en ce qu'on evalue en 
outre le degre de la pathologie en etablissant un indice base 
sur le rapport entre le taux normal de chaines a de I'ATP 
synthase chez des temoins dans une fraction proteique definie, 
par rapport au taux observe au stade avance de la maladie 
d 'Alzheimer . 

14. Methode de diagnostic selon I'une quelconque des 
revendications 8 a 13, caracterisee en ce qu'on evalue" en 
outre le degrS de la pathologie en Etablissant un indice base 
sur les modifications de la chaine a de 1*ATP synthase chez un 
patient par rapport a un temoin, 

15. Applications de la methode selon les revendications 8 a 
14, pour I'aide au diagnostic ante et post-morte/n des maladies 
neurodegeneratives, en particulier la maladie d' Alzheimer, du 
stade inf raclinique au stade clinique. 

16. Modele animal ou cellulaire, caract6rise en ce qu'il 
exprime une chaine a de I'ATP synthase pr^sentant un defaut de 
signal de maturation et/ou une anomalie de modification post- 
traductionnelle • 

17. Application de la methode selon I'une quelconque des 
revendications 8 a 14 ou du modele selon la revendicat ion 16, 
pour le criblage pharmacologique et les essais therapeutiques 
de molecules efficaces centre les pathologies 
neurodegeneratives, en particulier de type Alzheimer. 



IB. Application de la methode selon I'une quelconque des 
revendications 8 H 14, pour Stablir et valider des moddles 
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cellulaires et/ou des modeles animaux de pathologies 
neurodegeneratives, en particulier de la maladie d* Alzheimer. 

19. Utilisation d'un kit de detection de la chaine a de 1*ATP 
synthase, pour le diagnostic de maladie neurodegeneratives, en 
particulier pour la detection de la maladie d' Alzheimer. 

20. Anticorps polyclonaux et/ou monoclonaux diriges centre des 
motifs de conformation pathologic[ue de la chaine a de I'ATP 
synthase resultant d'un processus neurodegeneratif . 

21. Kit de diagnostic caracterise en ce qu'il comprend des 
jeux d'anticorps selon la revendication 20. 

22. Kit de diagnostic selon la revendication 21, caracterise 
en ce que ledit kit renferme des reactifs permettant la 
realisation d'un dosage immunochimique, en particulier de type 
ELISA, immuno-empreintes, Western blots, dots-blots, 
radioimmuno-essai ou immuno-essai . 
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